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ABSTRACT

The present study was conducted to examine the protective roles of trolox and alpha-lipoic on post-thawed Pirlak ram sperm
parameters, oxidative stress and DNA damage in non-breeding season. Semen samples from 5 healty Pirlak rams (2-3 years
of age) were used in the study. Six ejaculates for each rams were collected and pooled. Ejaculates were split into three
aliquots and diluted to a final concentration of 150x10° spermatozoa/ml with the base extender containing 1 mM alpha lipoic
acid, 1 mM trolox and no additive (control) were cooled to 5 °C and equilibrated for 3 h then frozen in 0.25 ml French
straws. Samples were thawed in 37 °C and evaluated in terms of spermatological parameters, DNA damage, oxidative stress.
Sperm motility was increased, acrosome rate and DNA damage were decreased significantly (p<0.05) in ALA, head abnormal
sperm rate and membrane integrity were increased, acrosome rate and DNA damege were decreased significantly (P < 0.05)
in trolox when compared to the control group. Compared with the control group, reductions in spermatozoon MDA and
GSH levels were statistically significant (P <0.05) in lipoic acid and trolox groups. Results of this study suggest that alpha-
lipoic acid and trolox improve sperm parmeters, oxidative stress and DNA damage in non-breeding season.
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Sezon Dig1 Pirlak Kog Sperma Sulandiricisina flave Edilen Lipoik Asid ve Trolox’un Dondurma ve
Cozdiirme Sonrast Spermatolojik Parametreler, Oksidatif Stres ve DNA Hasart Uzerine Etkileri

(074

Bu calismanin amact sezon dist dénemde Pirlak ko¢ sperma sulandiricisina ilave edilen trolox ve alfa lipoik asitin (ALA)
¢6zim sonu spermatolojik parametreler, oksidatif stres ve DNA hasari tizerine etkileri arastirildi. Calismada sperma 6rnekleri
5 saglikli Pirlak kogtan (2-3 yas) elde edildi ve her koctan 6 ejakulat toplanarak karistirildi. Ejakulatlar mlP’de 150x100
spermatozoon olacak sekilde antioksidan icermeyen (kontrol) ve antioksidan iceren 1 mM ALA ve 1 mM trolox sulandiricilar
ile sulandirildr. Sulandirilan 6rnekler 0,25 ml'lik payetlerde 5 °C’de 3 saat ckilibrasyona tabi tutularak sivi azot buharinda
donduruldu,37 °C'de ¢6zdurilerek spermatolojik parametreler, DNA hasari, oksidatif stres acisindan degerlendirildi. ALA
grubunda kontrol grubuna gore spermatozoa motilitesi, akrozom ve DNA butiinligi istatistiki (p<0.05) olarak daha yiiksek
bulundu. Trolox grubunda kontrol grubuna gére daha yiiksek akrozom ve membran butinligh ile daha az DNA hasari
tespit edildi. (p<0.05) . Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, ALA ve trolox gruplarindaki oksidatif stres parametrelerindeki
azalmalar istatistiki olarak 6nemli (P<0.05) bulundu. Bu c¢alismanin sonuglarina gbre Ureme mevsimi disinda Pirlak kog
sperma sulandiricisina ilave edilen ALA ve troloxun ¢6ziim sonu spermatolojik parametreleri, oksidatif stresi ve DNA
hasarina karst koruyucu bir etki gésterdigi kanaatine varilds.
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GIRIS

Giniimiizde kog ve teke spermalarinin dondurularak
suni tohumlama uygulamalarinda kullanilmast sonucu
elde edilen bagar: tatmin edici degildir. Bunun da en
6nemli nedenlerinden  bir tanesi dondurulup
¢ozdirilmesi sonucunda elde edilen sperma
kalitesinin istenen seviyede olmamasidir. Gerek kii¢tik
ruminantlar da bu problemleri ortadan kaldirmak
gerekse buylk ruminantlar da elde edilen basariyl
daha da ilerletmek icin spermanin dondurulmasinda
farklt kimyasal maddeler kullanilarak spermanin uzun
stre saklanma calismalart devam etmektedir. Genetik
materyalin 6nemli bir parcasini olusturan erkek gamet
hticreleri olan spermatozoitlerin dondurulmast nesli
tikenmekte olan, degerli, essiz hayvanlarin genetik
korunmast icin son derece 6nemli bir arac haline
gelmistir.

Kriyopreservasyon; hiicrelerin  dondurularak uzun
yillar saklanmast anlamina gelmektedir.
Kriyopreservasyon isleminde amag¢ ¢ok disiik 1sida
canlt bir hiicrenin veya dokunun minumum hasatla
fonksiyon kaybi olmaksizin uzun siireli saklanmasidir.
Spermanin sulandirilmasi, sogutulmasi, dondurulmast
ve  ¢ozdirilmesi  asamalarini  kapsamaktadir
(Trounson 1990, Bailey ve Bilodeau 2000). Sperma
sulandiricisina katilan  antioksidanlar  ve  katks
maddeleri spermatozoa mitokondrisi ve
akrozomunun  fonksiyonel  biitinligi  tzerine
soguktan koruyucu etki yapar. Boylece, ATP
enerjisinin ~ Uretilmesini  saglayarak  spermanin
¢Ozdirilmesi sonrast spermatozoa  motilitesini
artirmaktadir. (Shiva ve ark. 2010) Antioksidan ilavesi
spermatozoitlerin  saklanmasi  islemi  siiresince
oksidatif stresi azaltarak etkileyebilmekte ve béylelikle
sogutulmus sperma kalitesini artirmaktadir. (Bilodeau
ve ark. 2001) Antioksidanlarin sperma kalitesini
artirarak, DNA hasarini  Onleyerek ve l6kositler
tarafindan tretilen reaktif oksijen ttrevlerinin (ROT)
stptriclsi olarak spermotozoonlart korumaktadir.

Vitamin E yagda ¢Oziinen ve hiicre membranindaki
en 6nemli zincir kirict antioksidandir. Spermatozoon
motilitesini ve sayisint artirir, lipid peroksidasyonu
azaltip spermatozoonun yagayabilirligini artirmaktadir.
E vitamini; oksidatif strese karst koruyucu oOzellige
sahiptir. (Akiyama 1999)  En aktif formu alfa-
tokoferoldiir. Cok giicli bir antioksidan olan alfa-
tokoferolin en o6nemli goérevi serbest oksijen
radikallerinin ataklarina karst membran lipidlerindeki
doymamius yag asitlerini korumaktir (Rice ve Kennedy
1988) Alfa-tokoferoliin antioksidan etkisi ytksek
oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir (Deichsel ve
ark. 2008). Genel olarak vitamin E alkoksil radikalini
ve lipid peroksili ndtralize  ederek,  lipid
peroksidasyonu engellemektedir (Agarwal ve ark.
2003). E vitamini en 6nemli lipofilik antioksidan ve
esasen hiicre membraninda bulunur bu ylzden
membran  stabilitesinin = korunmasinda  yardim
etmektedir. B vitamini, doymamis yag asitlerinden

ziyade antioksidan molekiillerinden hidrojen atomu
ayirarak serbest radikallerin olusmasint saglar boylece,
serbest radikal reaksiyon zincirinin kirilmalar meydana
gelerek unreaktif olarak bilinen antioksidan radikalleri
ortaya ctkar (Ozden ve ark. 2009).

Alfa lipoik asit (ALA) acil grup transferinde ve krebs
dongusiinde bir koenzim gibi yardimetr molekdl olarak
1951 yilinda Reed ve arkadaslart tarafindan
kesfedilmistir. 1980°li yillarda bilim camiast tarafindan
gicli bir antioksidan oldugu ortaya kondu. ALA
hayvanlar ve insanlar tarafindan sentezlenebilmektedir
(Carreau  1979) ALA’nin  okside ve redikte
formlarinin antioksidan etkinlikleri vardir. (Packer ve
ark. 1995). ALA (thioctic asit olarakta bilinen) vitamin
benzeri bir antioksidandir, hiicre icini ve disini ¢esitli
serbest oksijen radikallerine karst korumaktadir
(Suzuki ve ark. 1991). Alfa lipoik asit disilfid bir
bilesiktir ve pyruvate dehydrogenase and @ «-
ketoglutarate dehydrogenase icin bir koenzim olarak
mitokondride bulunmaktadir. Bu maddenin eksojen
olarak ilave edilmesi bagll olmayan alfa lipoik asit
seviyesini artirmaktadir ki bu da hem in vivo hem de
in vitro oksidatif stresin azaltilmasini ve kuvvetli bir
antoksidan olarak davranmasi saglanabilir. Alfa lipoik
asit hem suda hem de yagda ¢Ozinen, hicre
mebraninda lipid peroksidasyonlar dahil serbest
radikalleri azaltlmasinda ve mitokondri kaynakli
serbest radikal stiptrtcileri kadar etkinligi yiksektir
(Selvakumar ve ark. 2005).

Bu calismada, Pirlak koglarinin spermasinin uzun
sireli saklanmasinda sperma sulandiricilarina katilan
trolox ve ALA’nin sezon dist donemde ¢6zim sonu
spermatozoa motilitesi, morfolojisi, Slii-canlt orani,
membran bitinligl, oksidatif stres parametreleri ve
DNA hasart tizerine etkilerini belitlemek amactyla

yapild1.
MATERYAL ve METOD

Bu c¢alismada hayvan materyali olarak Afyon
Kocatepe Universitesi Hayvancilik Uygulama ve
Aragtirma Merkezi biinyesinde bulunan 2-3 yash 5
adet Pirlak 1rki kog¢ kullanildi. Sezon dist dénemde
koclardan haftada iki kez suni vajen yardimiyla her bir
kogtan toplam 6 ejakulat alindi. Sperma 6rnekleri bir
tipte bitlestirilerek  (pooling) dondurma 6ncesi
spermatolojik muayeneleri yapidiktan sonra 3 esit
hacme ayrildi Calismada dondurma sulandirict olarak
Tris ana stok soliisyonu (% 5 gliserol, % 20 yumurta
sartst) kullandarak 1 mM trolox, 1 mM ALA ve
herhangi bir antioksidan eklenmeyerek (kontrol) 3
farkli grup olusturuldu,. ml’de 5x108 olacak sekilde
dozajlanarak  sulandirildi.  Sulandirilan  spermalar
5°C°de 2-3 saat ekilibrasyondan sonra azot buharinda
dondurularak stvi azot icinde saklandi.
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Spermatolojik Muayene

Sperma motilitesi 37°C’ta 1sitma tablali faz kontrast
mikroskopta (Olympus CX31, Olympus Optical Co.,
Ltd., Japan) ve en az 5 alan olacak sekilde 200x lik
biylutmede degetlendirilerek % olarak kaydedildi
(Demirci 2002). Anormal spermatozoa orant sivi
fikzasyon yontemi ile belitlendi. Fikzasyon amacl 1
ml Hancock stvist igine 1-2 damla sperma numunesi
damlatiip  iyice karisimlari  saglandiktan  sonra
karisimdan bir damla sperma lam izerine alinarak
tzerine lamel kapatilarak immersiyon objektifinde
1000x faz-kontrast mikroskopta 400 spermatozoon
sayllarak anormal spermatozoa orant % ( olarak
kaydedildi ~ (Schafer = ve  Holzmann  2000).
Spermatozoon membran bitinligi ve canliliginin
belirlenmesi amactyla Hipo Ozmotik Swelling Test-
Eozin (HOST-E) testi uygulandi. Sperma 6rneklerinin
100 mOsm/Itye ayatlanmis fruktoz solisyonu
icerisine % 1lik eozin-Y ilave edilereck HOST-E
solisyonu hazirlandi.  ve 35°C de 30 dakika inkiibe
edilip inkiibasyon sonrast froti ¢ekilen lamlar hizlica
kurutularak hazirlandi. Hazirlanan preparatlardan
toplam 200 hiicre sayild: ve dort tipe (Tip L: kuyruk
sismis ve bag boya almamus, HOST + /E- ;Tip II:
kuyruk sismemis ve bas boya almamis, HOST- / E-;
Tip III: kuyruk sismis ve bas boya almig, HOST + /
E +; Tip IV: kuyruk sismemis ve bas boya almus,
HOST- / E +) gore spermatozoon basinin boya alma
ve spermatozoon kuyrugunun kivrilma durumuna
gore degerlendirildi (Gundogan ve ark. 2011).
Spermatozoa GSH icerigi Sedlak ve Lindsay (1968)
metodu kullaniarak 6l¢lildi. MDA konsantrasyonu
Draper ve Hadley (1990) bildirdigi ¢ift kaynatma
metodu ile belitlendi. Spermatozoon DNA hasarinin
belirlenmesinde Single Cell Gel Electrophoresis
(SCGE) yontemi kullanildi. Comet assay olarak da
adlandirilan  bu yontemde Inang ve ark. (2019)
metodu kullanilarak alkali pH da farkli molekil
agirliklarina  ve  elektrik  yikiine sahip DNA
molekillerinin  elektriksel alanda gé¢leri incelendi.
Degetlendirme ise elde edilen DNA migrasyon
goruntilerine gére yapildi (Singh ve ark. 2003).

Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde
tek yonli varyans analizi (ANOVA) uygulandt.
Gruplar arasi farkin 6nemini belirlemek i¢in Post-hoc
Duncan testi kullanildi. Analizler bilgisayar ortaminda
SPSS (16.0) paket programinda gerceklestirildi.

BULGULAR

Dondurma-Cézdiirme Sonrast  Spermatolojik
Parametreler

Dondurma-¢6zdirme sontast elde edilen
motilite,anormal spermatozoon ve akrozomla ilgili
elde edilen bulgular Tablo 1°de sunulmustur. En
yitksek motilite ALA grubunda (% 58.3+1.66) tespit
edildi (P<0.05). Akrozom bitinligh antioksidan
iceren  gruplarda  (%17,66%£2,21;  9%17,91+2,74)
kontrol grubuna gére (28,8313,17) tiim daha yiksek
bulundu (P<0.05).

Dondurma-Cozdiirme Sonrast1 HOST-ETest
Parametreleri

Dondurma-¢ézdirme sonrast HOST-E sonucunda
elde edilen bulgular Tablo 2’de wverildi. Tip 1
(HOST+/E-) orami agisindan kontrol grubuna gore
ALA grubundaki artis, Tip II (HOST-/E-) orant
yoniinden kontrol grubuna gére trolox grubundaki
azalis ve Tip III (HOST+/E+) orani bakimindan
kontrol grubuna gbre trolox grubundaki artisin

6nemli (P<0.05) oldugu belitlendi.

Dondurma-Cézdiirme Sonrast DNA Hasarlar:
Dondurma-¢ézdiirme sonrast DNA hasart yoniinden
clde edilen bulgular Tablo 3’de sunuldu. Buna gére
kontrol grubuna gbre trolox ve ALA igeren
gruplarinda daha yiksek DNA biitinligt tespit edildi
(P<0.05).

Dondurma-Cézdiirme Sonrasi Oksidatif Stres
Parametreleri

Dondurma-¢ézdiirme  sonrast  oksidatif  stres
parametrelerine ait bulgular Tablo 4de verildi.
Kontrol grubu ile karsilastrildiginda, lipoik asit ve
trolox gruplarinda spermatozoon MDA ve GSH
dizeylerinde , azalmalar istatistiki olarak Onemli

(P<0.05) bulundu.

Tablo 1. Dondurma-¢6zdiirme sonrast spermatolojik parametreler (x + SEM, n:0)

Table 1. Spermatological parameters after freezing-thawing (X £ SEM, n:6)

Motilite Basg Orta Kistm Kuyruk Toplam Akrozom
Gruplar (%) (%) (%) (%) (%)
Kontrol 50.0£2.58>  1.08+0.30P 0.33%0.10 7.58%0.59 9.0+0.71 28.831+3.172
Trolox (1mM)  45.012.23>  3.41%0.62* 0.25£0.11 6.66£1.06  10.33%1.31 17.6612.21b
ALA(ImM) 58.3%1.660  1.66£0.44> 0.08+0.08 8.41+0.98  10.16%0.66 17.91£2.74b

a-b: Herbir siitun icerisinde farkli harf tastyan degerler arasindaki farklar istatistiki acidan énemlidir (P < 0.05).

ALA: alfa lipoik asit.
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Tablo 2. Dondurma-¢6zdiirme sonrast HOST-Eparametreleri (X + SEM, n:0)
Table 2. HOST-E parameters after freezing-thawing (X + SEM, n:6)

HOST+/E- HOST-/E- HOST+/E+ HOST-/E+

Gruplar (%) (%) (%) (%)
Kontrol 42.33%4.58 22.50%1.31s 17.00+4.01b 18.16%2.76b
Trolox (1 mM) 34.66%1.66b 13.33%1.600 28.33+1.87 23.66+2.23
ALA (ImM) 55.8342.03¢ 2316237 19,501,500 11.50%1.31s

a-b: Ayni sttun icerisindeki farkli harf tastyan degerler arasindaki farklar istatistiki olarak 6nemlidir (P < 0.05).

ALA: alfa lipoik asit.

HOST + /E-: kuyruk sismis ve bas boya almamis
HOST- / E-: kuyruk sismemis ve bas boya almamus
HOST + / E +: kuyruk sismis ve bas boya almis,
HOST- / E +: kuyruk sismemis ve bas boya almis.

Tablo 3. Dondurma-¢6zdirme sonrast DNA Hasatlart (X + SEM, n:6)
Table 3. DNA damages after freezing-thawing (X £ SEM, n:6)

Gruplar DNA (AU)
Kontrol 49.0017.09-
Trolox (1 mM) 30.50%3.55P
ALA (ImM) 25.3313.44>

a-b: Stitun icerisindeki farkli harfler tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir (P < 0.05).

ALA: alfa lipoik asit.

Tablo 4. Dondurma-¢6zdiirme sonrast oksidatif stres parametreleri (X + SEM, n:6)

Table 4. Oxidative stress parameters after freezing-thawing (X £ SEM, n:6)

Gruplar MDA GSH
(nmol/ml) (mg/dl)
Kontrol 6.3 £0.612 7.2+ 0.64
Trolox (1 mM) 4.2 + 0470 3.1 £0.45b
Lipoik (1ImM) 3.2+ 0.24> 3.7 £ 0.43>

a-b: Herbir stitundaki farkli harf tastyan degerler arasindaki farklar istatistiki acidan 6nemlidir (P < 0.05).

ALA: alfa lipoik asit.

TARTISMA

Kog spermasinin uygun bir sekilde dondurularak sun’i
tohunlamada kullanilmast koyun yetistiriciligini ve
islahini dogrudan  olumlu  yénde  etkilmektedir.
Spermanin dondurulmast ve bu esnada gelisen olaylar
spermatozoonlarin fonksiyonlarinin hasar gérmesine
yol a¢maktadir. Sperma sulandiricilarina ilave edilen
kryoprotektif maddeler ile antioksidanlar dondurma
isleminin ve beraberinde gelisen olumsuz etkilerin en
aza  indirmesini = saglamaktadir.  Dondurulmus-
¢6zdirilmis spermada azalan antioksidan kapasite ve
artan ROT olusumu, spermatolojik 6zellikleri ve

fertiliteyi olumsuz olarak etkiler. Bu nedenle kog
spermasinin dondurulmasinda antioksidan maddeler,
¢ozdiirme sonrasi spermatolojik parametreler tizerine
olumlu etkileri olabilecegi dusiinildiginden sperma
sulandiricilarina katilmaktadir (Chen ve ark. 1993,
Sinha ve ark. 1990).

Subjektif motilite acgisindan ALA grubu kontrol
grubuna gére belirgin bir dstiinlik sagladi (P<0.05).
Akrozom butinliigi acisindan antioksidan igeren
gruplar  kontrol grubuna gére olumlu etkisi
gozlemlendi (P<<0.05). Baspinar ve ark. (2011) tris
bazli Merinos ko¢ spermasi sulandiricisina  farkls
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konsantrasyonlarda (1, 2, 4 mM) ALA ilavesi ile
dondurma-¢6zdiirme sonucunda kontrole gére 1mM
ilave edilen grupta artisin 6nemli oldugu bildirdiler.
Andreea ve Stela (2010) tris bazli sperma
sulandiricisina vitamin E  ve sistein ilave ederek
dondurduklart ko¢ spermasinda ¢6ziim  sonrast
vitamin E ilave edilen grupta motilite % 59,160larak
bildirmektedirler. Anghel ve ark. (2010) tris bazlt kog
sperma  sulandiricisina fakli  konsantrasyonlarda
bovine serum albumin (BSA), sistein ve Vitamin E
flave ederek dondurduklart spermalarda ¢6zim
sonrast 1 mM vitamin E grubunda motilite %
62,610larak bildirmektedirr. O’Flahtery ve ark. (1997)
tris sulandiricist  (kontrol) ve tris  sulandiricisina
vitamin E ilave ederek iki grup halinde dondurduklart
boga spermalarinda ¢6zim sonrasi anormal akrozom
orant strastyla % 7 ve % 9 olarak bildirmektedir.
Anghel ve ark. (2010) tris bazli kog¢ sperma
sulandiricisina fakli konsantrasyonlarda bovine serum
albumin (BSA), sistein ve vitamin E ilave ederek
dondurduklar1 spermalarda ¢oziim sonrast 1 mM
vitamin E ilave edilerek dondurulan grupta anormal
spermatozoon oranlarini diistirmesi istatistiki olarak
anlamli oldugu bildirmektedirr. Elde edilen sonuglar
bazt arastirmacilar ile uyum gosterirken bazi
calismalardan yiksek ya da disik sonuclar ortaya
¢itkmasinin nedenleri arasinda irk, mevsim, koclardaki
genotipik degisiklikler, sperma sulandiricisinin igerigi,
sulandiricida  kullandan  yumurta  sarisinin - oran,
sulandiricilarin icerdigi  komponentlerin  miktar ve
oranlarinin,  farkliigindan kaynaklanmis olabilecegi
disiintlmektedir. Ayrica bu farkliliklar spermanin
sulandirilmasinda  ve dondurulmasinda  kullanilan
tekniklerden  ¢6zim  stresi ve  sicakligindaki
degisimlerden ve analizi yapan kisi gibi faktérlerden
kaynaklanabilir.

Membran butiinligi ve Oli-canli spermatozoon
oraninin  belirlendigi modifiye HOST-Ebulgular
Tablo 2’de sunuldu. Buna gére, HOST+/E- oran
acistndan  kontrol grubuna gére ALA grubundaki
artts, HOST-/E- orani yoninden kontrol grubuna
gore trolox grubundaki azalis ve HOST+/E+ orant
bakimindan kontrol grubuna gére trolox grubundaki
artisin 6nemli (P<0.05) oldugu belirlendi. Giindogan
ve ark. (2011) Purlak koglarda farkli sulandiriciar ile
kisa streli saklama calismalarinda tris bazli sulandirict
grubunda sulandirma sonrasi 0. saatteki ortalama
HOST+/E- , HOST-/E- , HOST+/E+ ve HOST-
/E+ oranlarini sirastyla % 62, % 26, % 3 ve % 9
olarak bulmuslardir. Giindogan ve ark. (2010)’nin
Pirlak  koglarda spermanin tris ile sulandirilmast
sonrast 0. saatteki 25 ve 100 milyon yogunluklu
gruplarda HOST+/E- oranlarint sirastyla ortalama %
58 ve % 49 olarak bildirmektedirler. Akman (2007)
Swiss Albino 1rki fare spermatozoonlarindaki optimal
hipo-ozmotik ozmolariteyi 20-60 mosm olarak
belirledikleti calismalarinda ortalama HOST+/E-,
HOST-/E-, HOST+/E+ ve HOST-/E+ oranlarin
strastyla % 29.6 + 3.2, %23.8 £ 5.0, % 18.1 £ 2.7 ve

% 28,6 * 1.0 olarak bulmustur. Gozlenen
farkliiklarin temelini 1k, mevsim ve sperma alma
metodu  gibi  faktérlerin  yant  sira  sperma
sulandiricilarina katillan antioksidanlarin farkliligys ve
spermanin  sulandirilmasinda, saklanmasinda  ve
degerlendirilmesinde kullanilan teknik, ¢6zim siiresi
ve sicakligindaki degisim ve analizi yapan kisi gibi
faktorlerinde olusturabilecegini distindirmektedir.

DNA hasart yoniinden kontrol grubuna gére trolox
ve ALA igeren gruplardaki azalmalar istatistiki olarak
6nemli (P<0.05) bulundu. Ibrahim ve ark. (2008) kizil
geyiklerde yaptiklari bir calismada ALA spermanin
dondurma-¢ézdiirme sonrast motilite ve yasama
glictinii artirdigt bununla beraber DNA hasarini ise
azalttgini bildirmektedirler. Hughes ve ark. (1999)
farklt yogunluklarda X isinlarina maruz kalmis insan
spermasinda meydana gelen DNA hasart ve askorbik
asit ile wvitamin E (x-tekoferol)’in bu DNA
butinligini ne derece korudugunu comet analiz
yontemiyle arastirdiklart  caligmalarinda 300 pM
askorbik asitin ve 30 uM a-tekoferol’in DNA
butinliginin  korunmasinda  etkili  oldugunu
bildirmektedirler. DNA hasarinda gézlenen farkliliklar
arasinda 1rk, mevsim ve sperma alma metodu gibi
faktorlerin yant sira dondurma isleminde kullanilan
sulandiricilar ile sulandiricilarin icerdigi
komponentlerin miktar ve oranlar1 ile sperma
sulandiricilarina katilan antioksidanlarin farkli olmasti,
spermanin  sulandirilmasinda  ve dondurulmasinda
kullantlan  tekniklerin farkliligs ¢6zim  stresi ve
sticakligindaki degisimler gibi etkenlerin de rold
olabilir.

Oksidatif stres parametreleri (MDA ve GSH)
acisindan ALA ve trolox igeren gruplarda kontrol
grubuna gbre olumlu etkiler gbzlemlendi (P<0.05).
Silva ve ark. (2010) Santa Inés kog¢ sperma
sulandircilarina ilave ettikleri 50 uM Trolox/108
dondurma ¢6zdiirme sonrast lipid peroksidasyon
diizeyleri tzerine kontrol ve diger gruplara gore
olumlu etki yaptigini ve oksidatif stresin kontrolii
amactyla sperma sulandiricisina  ilave  edilmesi
gerektigini bildirmistir. O’Flahtery ve ark. (1997) tris
sulandiricisina vitamin E ilavesi ile dondurduklart
boga spermalarinda ¢6ziim sonrast MDA seviyesinin
azaldig1 bildirilmistir. Sichetle ve ark. (2011) siit bazl
sperma sulandiricistna 100 pug/ml katalaz ve 100pM
trolox ilave ederek dondurduklart ko¢ spermasinda
¢bzim sonrast trolox grubunda MDA seviyesinde
kontrole gore dusiis gortlmiistir. Andreea ve Stela
(2010) tris bazli sperma sulandiricisina vitamin E ve
sistein ilave ederek dondurduklart ko¢ spermasinda
¢6zUim sonrast vitamin E ilave edilen grupta MDA
seviyesindeki azalmanin kontrol gurubuna gore
6nemli oldugunu bildirmektedirler. Baspinar ve ark.
(2011) tris bazli Merinos ko¢ spermast sulandiricisina
farkli konsantrasyonlarda (1, 2, 4 mM) ALA ilavesi ile
dondurma-¢ézdiirme sonucunda 1mM ilave ALA
grubunda MDA seviyesi kontrole gore yiiksek

367



oldugunu  bildirmektedirler.  Oksidatif ~ stres
parametrelerinde literatlir  bilgileri ile aralarinda
gbzlenen farkliliklar dondurma isleminde kullanilan
sulandiricilar ile sulandiricilarin icerdigi
komponentlerin ~ miktar ~ ve  oranlarmin  ve
sulandiricinin  antioksidan  ilave edilmeden 6nce
santriflj  yapiip  yapimadigindan  kaynaklanmis
olabilecegi gibi spermanin sulandirilmasinda  ve
dondurulmasinda kullanilan tekniklerdeki farkliliklara,
¢6zUim siresi ve sicakligindaki degisimlere, analizin
yapildigi yontem ve analizi yapan kisi gibi faktorlere
bagli olarak da meydana gelmis olabilir.

Sonug olarak Pirlak irki koglarin spermalatinin sezon
dist dénemde uzun stireli saklanmasi sirasinda
kullanilan  ALA ve trolox'un ¢6zum  sonu
spermatolojik ~ patametreleri,  oksidatif  stres
parametreleri ve DNA  hasarimt  koruyucu  etki
sagladigl tespit edilmistir. Trolox ve ALA ilavesinin
ko¢ spermasinin uzun streli saklanmasindaki yararh
sonuclarinin ileriki arastirmalarda suni tohumlama
sonrasinda fertilite sonugclaryla  desteklenebilecegi
kanaatine varidu.
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